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@ Verfahren und MIttel zur turbidimetrlschen Oder nephelometrischen Bestimmung von Analyten. 

© Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur OOSE/RESPOHSE TRANSFERRIH 

turbidimetrischen oder nephelometrischen Bestinn- 
mung von Analyten in Flussigkeiten mit Hitfe einer 
Antikorper-Bindungsreaktion. Das Verfahren ist da- 
durch gekennzeichnet. dai3 man ein Polypeptid mit 
Antikorper oder deren Fragmenten umsetzt, das er- 
haltene Kopplungsprodukt mit dam Analyten inku- 
biert und die entstehende Trubung miflt. I 
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Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur 
turbidimetrischen oder nephelometrischen Bestim- 
mung von Analyten in Flussigkeiten mit Hilfe einer 
Antikorper-Bindungsreaktion. 

Sowohl die Immunturbidimetrie als auch die 
Immunnephelometrie basieren auf der Wechselwir- 
kung zwischen Antikorpern und nachzuwetsendem 
Antigen. Als Folge dieser Wechselwirkung entste- 
hen hochmolekulare Aggregate, die ats Streuzen- 
tren fCir einfallendes Licht wirken. Die Streuung des 
Lichts wird bei der Immunturbidimetrie als Anstieg 
der Extinktion, bei der Immunnephelometrie als Zu- 
nahme einer Streulichtintensitat unter einem Winkel 
> 0' - S 90' gegenuber dem einfallenden Licht 
registriert. Da das Ausma/J der Lichtstreuung unge- 
fahr proportional 1/V ist, werden fur die Immuntur- 
bidimetrie und die Immunnephelometrie typischer- 
weise kurzwellige Wellenlangenbereiche (320-360 
nm) gewahlt. Die theoretischen Grundlagen der Im- 
munprazipitation werden z.B. in Immunology 32. 
445-457 (1977) beschrieben: ~ 

Die optimalen Bedingungen zur Durchfuhrung 
solcher Bestimmungen wie Puffer, Detergentien. 
Neutralsalze. Beschteuniger usw. sind in der Litera- 
tur beschrieben und variieren geringfugig in Abhan- 
gigkeit von den jeweils verwendeten Antikorpern 
und den nachzuweisenden Antigenen (Ann. Clin. 
Biochem. 20, 1-14 (1983)). 

Der grofle Vortetl der bisher beschriebenen Im- 
munturbidimetrie und Immunnephelometrie liegt in 
der relativ einfachen Automatisierbarkeit der Ver- 
fahren. Die Immunturbidimetrie und die Immunne- 
phelometrie sind fur viele Serumproteine beschrie- 
ben (The Plasma Proteins, Vol. 2, Academic Press, 
New York, S. 375-425 (1975), Automated Immuno- 
analysts. Part 1 +2. R.F. Ritchie (ed.). Marcel Dek- 
ker Inc.. New York, Basel (1978)). 

Die Nachweisgrenzen sind im Stand der Tech- 
nik unterschiedlich dokumentiert und variieren in 
Abhangigkeit von Antikorper und Antigen. Die 
Nachweisgrenzen fur die Immunturbidimetrie liegen 
bei ca. 5 mg/l, fur die Immunnephelometrie bei ca. 
1 mg/l. Die Meflbereichsobergrenzen fur die 
Immun-turbidimetrie und die Immunnephelometrie 
liegen bei ca. 200-500 mg/I, je nach Testopttmie- 
rung. 

Niedriger konzentrierte Analyte lassen sich mit 
der Immunturbidimetrie und der Immunnephelome- 
trie nicht bestimmen. Hier setzt z.B. die Latexag- 
glutination ein. die relativ gro/Je, je nach Testprinzip 
mit Antikorpern bzw. Antigenen beschichtete Parti- 
kel (ca. 0.05-3 urn Durchmesser) verwendet. MIX 
der Latexagglutinationstechnik lassen sich Nach- 
weisgrenzen < 1 ug/l erreichen. Die typischen 
MeiSbereichsobergrenzen liegen dann allerdings 
bereits bei 200-1000 ug/l (0,2-1 mg/l). 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe 
zugrunde, Verfahren und Mittel zur turbidimetri- 



schen Oder nephelometrischen Bestimmung von 
Analyten zur Verfugung zu stellen, die empfindli- 
cher sind als die bekannten Verfahren und die den 
Nachweis von Antigenen im Konzentrationsbereich 
5 von 0.1 - > 100 mg/l eriauben. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
turbidimetrischen oder nephelometrischen Bestim- 
mung von Analyten in Flussigkeiten mit Hilfe einer 
Antikorper-Bindungsreaktion, das dadurch gekenn- 
10 zetchnet ist, da/3 man ein Polypeptid mit Antikor- 
pern Oder deren Fragmenten umsetzt, das daraus 
erhaltene Kopplungsprodukt mit dem Analyten in- 
kubiert und die entstehende Triibung miflt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein 
/5 Mittel zur turbidimetrischen oder nephelometri- 
schen Bestimmung von Analyten in Flussigkeiten, 
das ein Kopplungsprodukt aus einem Polypeptid 
und Antikorpern oder deren Fragmenten enthalt, 
vorzugsweise ein Kopplungsprodukt aus einem glo- 

20 bularen Protein und Fab'-Fragmenten. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, da/3 po- 
iymerisierte Antikorper, die z.B. durch Saurefallung 
von Antiserum gewonnen wurden, im turbidimetri- 
schen Test ein hoheres Meflsignal liefern als mo- 

25 nomere Antikorper. Allerdings schwankt der Poly- 
merisationsgrad dieser Antikorper und damit das 
Me/3signal wahrend der Lagerung. Zur Vermeidung 
dieses Nachteils wurde ein definierter, stabiler 
Komplex *mit mehrfachen Bindungsstellen durch 

30 Kopplung von nativem IgG oder Antikorperfrag- 
menten, vorzugsweise Fab*-Fragmenten, an^ einen 
molekularen Trager hergestellt. 

Als molekulare Trager eignen sich Polypeptide, 
wie Proteine mit einem Molekulargewicht von min- 

35 destens 10 000 D. Vorzugsweise werden globulare 
Proteine verwendet, wie Albumin. Thyroglobulin, 
Transferrin. Hemocyanin oder auch Polypeptide 
wie Polylysin. Ebenso kann das bekannte System* 
Avidin/Biotin bzw. Streptavidin/Biotin eingesetzt 

40 werden, wobei biotinylierte Antikorper oder deren 
Fragmente einen stabilen Komplex mit Avidin bzw. 
Streptavidin bilden. 

Die Kopplung an die Antikorper oder deren 
Fragmente kann auf verschiedene Arten durchge- 

45 fuhrt werden. Vorzugsweise werden bifunktionelle 
Heterocrosslinker, z.B. Succinimidyl-Maleimid 
Crosslinker und verwandte Substanzen dafur einge- 
setzt. Der Vorteildieser Crosslinker liegt in der Ver- 
meidung unerwunschter Kopplungsprodukte, der 

50 stufenweisen Einfuhrung von Antikorpern bzw. Anti- 
korperfragmenten, der end-on-Kopplung der Anti- 
korper bzw. Antikorperfragmente und der chroma- 
tographisch leicht zu reinigenden Kopplungspro- 
dukte. 

55 Die Herstellung der Kopplungsprodukte erfolgt 

im allgemeinen uber die folgenden Schritte: 

1. Spaltung der Antikorper, z.B. mit Pepsin, 

2. Chromatographische Reinigung der F(ab')2- 
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Fragmente. 

3. Reduktion der F(ab*)2-Fragmente, 

4. Chromatographische Isolierung der Fab*-Frag- 
mente, 

5. Kopplung des Crosslinkers an den Trager, 

6. Chronnatographische Reinigung des Trager- 
Crosslinker-Konjugats, 

7. Kopplung der Fab'-Fragmente an das Trager- 
Crosslinker-Konjugat, 

8. Chromatographische Reinigung des Kopp- 
lungsprodukts. 

Das Trager-Crosslinker-Konjugat kann pro- 
blemlos im Batchverfahren hergestetit und in Lo- 
sung eingefroren Oder lyophilisiert aufbewahrt wer- 
den. Ebenso konnen die F(ab')2-Fragmente inn 
Batchverfahren hergestellt und wie oben beschrie- 
ben aufbewahrt werden. Fur die eigentliche Her- 
stellung werden dann nur die Schritte 3, 4, 7 und 8 
benotigt. 

Im Vergleich zu den bekannten Reagenzien 
ergeben die so hergestellten Reagenzien im turbi- 
dimetrischen und nephelometrischen Test deutlich 
hohere Me^Jsignale und eriauben somit eine Stei- 
gerung der Nachweisempfindlichkeit. Die Nach- 
weisempfindlichkett kann durch die Anwesenheit 
bekannter Acceleratoren (z.B. Polyethylenglycole) 
weiter optimiert werden. Die so hergestellten Rea- 
genzien sind in Losung stabil, sie lassen sich pro- 
blemlos auf Analysenautomaten einsetzen und eig- 
nen sich somit auch fur die automatisierte immun- 
turbidimetrische Analytbestimmung. 

Sowohl die immunturbidimetrische als auch die 
nephelometrische Bestimmung wird bei 320-400 
nm, vorzugsweise bei etwa 340 nm durchgefuhrt. 
Die Bestimmung kann kinetisch, vorzugsweise je- 
doch als Endpunktreaktion, durchgefuhrt werden. 

Mit dem Verfahren und Mittel nach der vorlie- 
genden Erfindung lassen sich alle Antigene, d.h. 
Substanzen, die uber mehrere Bindungsstellen fur 
Antikorper verfugen. bestimmen. Solche Eiwei/3kor- 
per sind z.B. Transferrin, CRP, ai -Mikroglobulin, 
RF. TBG, RBP, C3. C4, !g's usw., die in Korper- 
flussigkeiten vorkommen und von diagnostischer 
Relevanz sind. Diese EiweiiSkorper werden im Kon- 
zentrationsbereich von 0,05 - > 100 mg/l. vorzugs- 
weise 0,5 - 100 mg/l, ohne weitere Vorverdunnung 
erfalSt. Haptene, die nur uber eine. Bindungsstelle 
verfugen, lassen sich kompetitiv unter Verwendung 
von sogenannten Polyhaptenen bestimmen. 

Beispie! 1 

Herstellung eines anti-Transferrin Fab'-Albumin- 
Konjugats 

3,2 g anti-Transferrin-IgG vom Schaf werden in 
150 ml 0,9 % NaCI-Losung aufgenommen. Die 
Losung wird mit 1 M Essigsaure auf pH = 4.5 



eingestellt. Zu dieser Losung werden 80 mg Pep- 
sin zugegeben, gemischt und ca. 16 h bei 37 'C 
inkubiert. Die Reaktionslosung wird mit 1 M TRIS- 
Losung auf pH = 7,0 eingestellt. Die Reaktionslo- 

5 sung wird affinitatschromatographisch mit einer 
Sepharose® 4B-Saule gereinigt, an die humanes 
Transferrin kovalent gebunden ist. Die gebundenen 
F(ab')2- Fragmente werden mit OJ M Glycin/HCI 
(pH = 2,8) eluiert. Die proteinhaltigen Fraktionen 

10 werden gepoolt und mit 1 M TRIS-Losung auf pH 
= 7,0 eingestellt. Die Losung wird auf 30 ml in 
einer Ultrafiltrationszelle aufkonzentriert. Nach pho- 
tometrischer Bestimmung werden 376 mg spezifi- 
sche F(ab')2 -Fragmente erhalten. 

;5 16 ml dieser Losung werden mit 1 M Essig- 

saure auf pH = 4,9 eingestellt. mit Argon begast 
und uberschichtet und mit 0.9 ml einer 11%igen 
Losung von Cysteaminhydrochlorid in Wasser ver- 
setzt. Nach 2 h Inkubaton bei 37 ' C werden die 

20 Fab'-Fragmente gelchromatographisch uber 
Sephadex® G-25 (150 mM NaCI. 20 mM Phosphat- 
puffer, pH = 7,0) gereinigt. 

Die proteinhaltigen Fraktionen werden gepoolt. 
Nach photometrischer Bestimmung werden 190 mg 

25 Fab'-Fragmente in 34 ml Losung erhalten. Die Lo- 
sung wird unter Argongas gekuhlt aufbewahrt. 

40,5 mg Rinderserumalbumin werden in 7 ml 
Wasser gelost und mit 1 ml einer Losung von 30 
mg Succinimidyl-4-(N-Maleimidomethyl)- 

30 cyclohexan-1-carboxylat (SMCG) in Dioxan ver- 
■setzt.Die Reaktionslosung wird 1 h bei 30 *C inku- 
biert und anschlie/Jend gelchromatographisch uber 
Sephadex® G-25 gereinigt. Die proteinhaltigen 
Fraktionen werden gepoolt. Nach photometrischer 

35 Bestimmung werden 38 mg des Kopplungsproduk- 
tes in 14,8 mi Losung erhalten. Unter Argongas 
wird die Fab'-Losung mit der Losung des Kopp- 
fungsproduktes versetzt und 17 h bei Raumtempe- 
ratur inkubiert. 

40 Das Reaktionsgemisch wird chromatographisch 

mittels Gelfiltration (z.B. Superdex® 
Pharmacia/LKB, 150 mM KCl, 20 mM Phosphatpuf- 
fer, 1 mM EDTA, 0,02 % NaN3. pH = 7.0) gerei- 
nigt. Die Fraktionen, die das gewunschte Produkt 

45 enthalten, werden vereinigt. 

Beispiel 2 

Turbidimetrischer Immunoassay mit anti-Transferrin 
50 Fab'-Albumin-Konjugat 

Reaktionspuffer: 

0,1 M TRIS • HCI-Puffer, pH = 7,6. 6 % 
55 Pdlyethylenglycol 6000. 0.1 % CHAPS, 0,1 % 
TRITON® X-100, 0,02 % NaNg. 

Fab*-Albumin: 
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hergestellt nach Beispiel 1 . 
Transferrin: 

Humanes Transferrin wurde in 0,1 M TRIS * 
HCI-Puffer, pH = 7,6 gelost. Durch serielle Ver- 
dunnung warden Konzentrationen im Bereich bis 
2u 100 mg/l Transferrin hergestellt. 

Gerateeinstellung: 

Der Test wird am klinisch-chemtschen Testau- 
tomaten EPOS 5060 Analyzer als Endpunkttest 
durchgefuhrt. Zunachst warden 40 ul Probe 
(Transferrinlosung) und 200 ul Reaktionspuffer pi- 
pettiert. gemischt und bei 37 ' C 64 sec vorinku- 
biert. Dann werden 30 ul Fab'-Albumtn-Konjugat 
dazu pipettiert, gemischt und die resultierende Ex- 
tinktion nach 288 sec gemessen. Der Geratetakt 
wird auf 16 sec gesetzt. Die Extinktion am Ende 
der Vorinkubationszeit. vor Zugabe des Startrea- 
genzes, wird zur Ermittlung des Probenleerwerts 
verwendet. Die erhaltene Kalibrationskurve 
(Extinktion/Konzentration) ist in Abb. 1 dargestellt. 

Beispiel 3 

Herstellung eines anti-CRP Fab'-Albumin-Konjugats 

250 mg lyophilisiertes anti-CRP-IgG vom Schaf 
werden in 20 ml einer 150 mM NaCl-Losung ge- 
lost. Die Losung wird mit 4 ml 1 M Natriumacetat- 
Puffer. pH = 4,9, versetzt. Der pH-Wert der Lo- 
sung wird mit 1 M Essigsaure auf pH = 4,35 
eingestellt. 6,3 mg Pepsin werden zugegeben, ge- 
mischt und ca. 16 h bei 37 'C inkubiert. Die 
erhaltenen F(ab')2-Fragmente werden chromatogra- 
phisch mittels Gelfiltration (z.B. Superdex®, 
Pharmacia/LKB, 20 mM Kalium-phosphat-Puffer. 
pH = 7.0, 150 mM KCI) gereinigt. Die vereinigten 
Fraktionen enthalten 122 mg F(ab')2-Fragmente. 
Der Pool wird auf 12 ml in einer Ultrafiltrationszelle 
aufkonzentriert (12,3 mg/ml F(ab')2). 

6 ml dieser Losung (73,3 mg F(ab')2) werden 
mit 1 ml 1 M Natriumacetat-Puffer, pH = 4,9, 
versetzt. Der pH-Wert wird mit 1 M Essigsaure auf 
5,0 eingestellt. Zu dieser Losung werden 0,35 ml 
einer waCrigen 11%igen Gysteaminhydrochlorid- 
Losung gegeben. Die Reaktionsmischung wird mit 
Argongas uberschichtet und 2 h bei 30 * C inku- 
biert. Die entstandenen Fab*-Fragmente werden 
durch Gelfiltration uber Sephadex® G-25 gereinigt. 
Es werden 53 mg Fab'-Fragmente erhalten. 14,6 
mg Rinderserumalbumin werden in 1 .8 ml Wasser 
gelost. Zu dieser Losung werden 7,2 mg SMOG in 
0,18 ml Dioxan gegeben und 1 h bei 30 *C inku- 
biert. Das erhaltene BSA-SMCC-Konjugat wird gel- 
chromatographisch uber Sephadex® G-25 gerei- 



nigt. 14,3mg BSA-SMCC-Konjugat werden erhalten. 
Unter Argongas wird die Losung der Fab'-Frag- 
mente mit der BSA-SMCC-Konjugatlosung verei- 
nigt und 18 h bei Raumtemperatur inkubiert. An- 

5 schlie/3end werden 0,25 mt einer 1l%igen 
Cysteaminhydrochlorid-Losung zugegeben. Die 
Reaktionsmischung wird in einer Ultrafiltrationszelle 
auf 8 ml aufkonzentriert. Das Reaktionsgemisch 
wird chromatographisch mittels Gelfiltration 

70 (z.B.Superdex®, Pharmacia/LKB, 150 mM KCI. 20 
mM Phosphatpuffer, 1 mM EDTA, 0.02 % NaNs. 
pH = 7.0) gereinigt. Die Fraktionen. die das ge- 
wunschte Produkt enthalten, werden zusammenge- 
fafit (21 ml). 

15 

Beispiel 4 

Turbidimetrischer Immunoassay mit anti-CRP Fab'- 
Albumin-Konjugat 

20 

Reaktionspuffer: 

0.1 M TRIS • HCI-Puffer. pH = 7,6, 6 % 
Polyethyienglycol 6000. 0,1 % CHAPS. 0.1 % 
25 TRITON® X-100, 0.02 % NaNa 

Fab'-Albumin: 

hergestellt nach Beispiel 3 

30 

CRP: 

Humanes CRP wird in 0,1 M TRIS * HCI- 
Puffer. pH = 7,6, gelost. Durch serielle Verdun- 
35 nung werden Konzentrationen im Bereich bis zu 
100 mg/l CRP hergestellt. 

Gerateeinstellung: 

40 Der Test wird am klinisch-chemischen Testau- 

tomaten EPOS 5060 Analyzer als Endpunkttest 
durchgefuhrt. Zunachst werden 20 ul Probe (CRP- 
Losung) und 220 ul Reaktionspuffer pipettiert, ge- 
mischt und bei 37 * C 64 sec vorinkubiert. Dann 

45 werden 30 -1 Fab'-Albumin-Konjugat dazu pipet- 
tiert, gemischt und die resultierende Extinktion 
nach 288 sec gemessen. Der Geratetakt wird auf 
16 sec gesetzt. Die Extinktion am Ende der Vorin- 
kubatipnszeit, vor Zugabe des Startreagenzes, wird 

50 zur Ermittlung des Probenleerwerts verwendet. 

Die erhaltene Kalibrationskurve 

(Extinktion/Konzentration) ist in Abb. 2 dargestellt. 

Beispiel 5 

55 

Herstellung eines anti-Transferrin Fab'- 
Thyroglobulin-Konjugats 
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Anti-Transferrin IgG (Schaf) wird analog Bei- 
spiel I mit Pepsin behandelt. Die F(ab')2-Fragmente 
werden chromatographisch mittels Gelfiltration ger- 
einigt. 1,3 ml einer Losung von 41,5 mg dieser F- 
(ab')2-Fragmente in Phosphat-Puffer (20 mM 
Phosphat, 150 mM KCI, pH = 7.0) werden mit 0,2 
ml 1 M Acetat- Puffer. pH = 5,0, versetzt und mit 
Argongas uberschichtet. Es werden 0,1 ml einer 
11%igen Cysteaminhydrochlorid-Losung in entgas- 
tem Wasser zugegeben und 2 h bei 37 'C inku- 
biert. Die erhaltenen Fab'-Fragmente werden gel- 
chromatographisch uber Sephadexcg) G-25 gerei- 
nigt. Die Ausbeute betragt 34,6 mg Fab'-Fragmen- 
te in 2 ml Elutionspuffer. 

25 mg Thyroglobulin (Schwein) werden in 3 ml 
Phosphat-Puffer (20 mM Phosphat, 150 mM KCI. 
pH = 7,0) gelost. 0,1 ml einer Losung von 27 
mg/mi SMCC in Dioxan werden zugegeben, ge- 
mischt und 30 mtn bei 30 " C inkubtert. Das Reak- 
tionsgemisch wird gelchromatpgraphisch uber 
Sephadex® G-25 gereinigt. Zu dem Kopplungspro- 
dukt wird portionsweise die Losung der Fab'-Frag- 
mente gegeben und uber Nacht bei Raumtempera- 
tur inkubiert. 

Die erhaltenen Thyroglobulin-(Fab')n-Konjugate 
werden chromatographisch mittels Gelfiltration ger- 
einigt (150 mM KCI. 20 mM Phosphatpuffer, 1 mM 
EDTA, 0.02 % NaNs. pH = 7,0). Die Fraktionen, 
die das gewunschte Produkt enthalten, werden zu- 
sammengefafit (24 ml). 

Beispiel 6 

Turbidimetrischer Immunoassay mit anti-Transferrin 
Fab'-Thyroglobulin-Konjugat 

Reaktionspuffer: 

0,1 M TRIS • HCl-Puffer. pH = 7.6. 5 % 
Polyethylenglycol 6000, 0,1 % CHAPS, 0.1 % 
TRITON® X-100. 0,02 % NaNa 

Fab'-Thyroglobulin: 

herstellt nach Beispiel 5 

Transferrin: 

Humanes Transferrin wird in 0,1 M TRIS • 
HCl-Puffer, pH = 7,6, gelost. Durch serielle Ver- 
dunnung werden Konzentrationen im Bereich bis 
zu 100 mg/l Transferrin hergestellt. 

Gerateeinstellung: 

Der Test wird am EPOS 5060 Analyzer als 
Endpunkttest durchgefuhrt. Zunachst werden 15 ul 
Probe (Transferrin-Losung) und 235 ul Reaktions- 



puffer pipettiert. gemischt und bei 37 ° C 64 sec 
vorinkubiert- AnschlieCend werden 60 ul Fab*- 
Thyroglobuiin-Konjugat dazu pipettiert. gemischt 
und die resultierende Extinktion nach 288 sec ge- 

5 messen. Der Geratetakt wird auf 16 sec gesetzt. 
Die Extinktion am Ende der Vorinkubationszeit, vor 
Zugabe des Startreagenzes, wird zur Ermittlung 
des Probenleerwerts verwendet. 

Die erhaltene Kallbrationskurve 

10 (Extinktion/Konzentration) ist in Abb. 3 dargestellt. 

Beispiel 7 

Vergleichsversuch Transferrinbestimmung 

75 

Reaktionspuffer: 

0.1 H TRIS •HCl-Puffer. pH = 7,6. 5 % Poly- 
ethylenglycol 6000. 0.1 % CHAPS, 0,1 % 
20 TRITON® X-100, 0,02 % Natriumazid 

Fab'-Albumin: 

hergestellt nach Beispiel 1 

25 

anti-Transferrin IgG: 

Ausgangsmaterial von Beispiel 1 

30 Transferrin: 

Humanes Transferrin wird in 0,1 M TRIS * 
HCl-Puffer, pH = 7,6. gelost. Durch serielle Ver- 
dunnung werden Konzentrationen im Bereich bis 
35 zu 100 mg/t Transferrin hergestellt. 

Gerateeinstellung: 

Der Test wird am EPOS 5060 Analyzer als 

40 Endpunkttest durchgefuhrt. Zunachst werden 20 ul 
Probe (Transferrin-Losung) und 235 ul Reaktions- 
puffer pipettiert, gemischt und bei 37 " C 64 sec 
vorinkubiert. Anschlie/Jend werden 50 ul Fab*- 
Albumin-Konjugat bzw. anti-Transferrin-IgG dazu 

45 pipettiert. gemischt und die resultierende Extinktion 
nach 288 sec gemessen. Der Geratetakt wird auf 
16 sec gesetzt. Die Extinktion am Ende der Vorin- 
kubationszeit, vor Zugabe des Startreagenzes, wird 
zur Ermittlung des Probenleerwerts verwendet. 

50 Die erhaltenen Kalibrationskurven 

(Extinktion/Konzentration) mit Fab'-Albumin-Konju- 
gat bzw. anti-Transferrin-IgG sind in Abb. 4 darge- 
stellt. Abb. 5 zeigt einen Ausschnitt dieser Kalibra- 
tionskurven fur niedrige Transferrin-Konzentratio- 

55 nen. Im Verglelch zu nativem anti-Transferrin-IgG 
werden mit dem Fab'-Albumin-Konjugat unter an- 
sonsten gleichen Bedingungen deutlich hoherer 
Mei3signale erhalten. 
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Beispiel 8 

Nephelometrischer Immunoassay mit anti-CRP 
Fab'-Albumtn-Konjugat 

Reaktionspuffer: 

0,1 M TRIS'HCI-Puffer. pH = 7.6, 5 % Poly- 
ethylenglycot 6000, 0.1 % CHAPS, 0,1 % 
TRITON® X-100, 0,02 % Natriumazid 



10 000 D verwendet. 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 2, da- 
durch gekennzeichnet, da/J man als Polypeptid 

5 ein globulares Protein verwendet. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet. dafl man als Polypeptid 
Albumin, Thyroglobulin, Transferrin, Hemocy- 

10 anin, verwendet. 



Fab'-Albumin: 

hergestellt nach Beispiel 3 

CRP: 

Humanes CRP wird in OJ M TRIS * HCI- 
Puffer, pH = 7,6. gelost. Durch serrelle Verdun- 
nung werden Konzentrationen im Bereich bis zu 
77.5 mg/l CRP hergestellt. 

Gerateeinstellungeh: 

Der Test wird als manueller Endpunkttest am 
Fluoreszenz-Spektrophotometer durchgefuhrt 
(HITACHI F 4000). Das Gerat miflt Streulicht-lnten- 
sitaten unter einem Winkel von 90'. Die Intensita- 
ten werden als arbitrary units (a.u.) angegeben. Als 
Excitations- und Emissionswellenlange werden 340 
nm eingestellt.Die Spaltbreite wird auf 3 mm ge- 
setzt. Nach vorherigem Nullabgleich wird eine 
Spreizung von 0-9999 a.u. gewahlt. 

In eine 1 cm Fluoreszenzkuvette werden 200 
ul Probe und 2500 ul Reaktionspuffer pipettiert, 
gemischt und bei Raumtemperatur 90 sec vorinku- 
biert. Anschlie/Jend werden 300 ul Fab'-Albumin- 
Konjugat dazu pipettiert, gemischt und der Anstieg 
der Streulicht-lntensitat uber 10 min verfolgt. Die 
erhaltenen Meflwerte werden gegen die CRP-Kon- 
zentrationen aufgetragen. 

Die Kalibrationskurve (Streulicht-lntensitat als 
a.u./Konzentration) ist in Abb. 6 dargestellt. 

Patentanspruche 



5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet. dai3 man als Fragmente 
Fab'-Fragmente verwendet. 

15 

6. Mittel zur turbidimetrischen Oder nephelometri- 
schen Bestimmung von Analyten in Flussigkei- 
ten, enthaltend ein Kopplungsprodukt aus ei- 
nem Polypeptid und Antikorpern oder deren 

20 Fragmenten. 

7. Mittel nach Anspruch 6, enthaltend ein Kopp- 
lungsprodukt aus einem globularen Protein 
und Fab'-Fragmenten. 

25 



30 



35 



40 



45 



1. Verfahren zur turbidimetrischen oder nephelo- 
metrischen Bestimmung von Analyten in Flus- 
sigkeiten mit Hilfe einer Antikorper-Brndungs- 
reaktion, dadurch gekennzeichnet, dafi man ein so 
Polypeptid mit Antikorpern oder deren Frag- 
menten umsetzt, das erhaltene Kopplungspro- 
dukt mit dem Analyten inkubiert und die ent- 
stehende Trubung mifit. 

55 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet,. dafl man als Polypeptid ein Protein 
mit einem Molekulargewicht von mindestens 
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DOSE/RESPONSE CRP 




CRP. mg/l 

FIG. 2 



8 



EP 0 524 583 A1 
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VERGLEICHSVERSUCH TRANSFERRINBESTIMMUNG 
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VERGLEICHSVERSUCH TRANSFERRIN BESTIMMUN6 
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NEPHELOMETRiSCHE CRP- BESTIMMUNG 
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